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ABSTRAK
Produksi susu di Jawa Tengah tercatat terbesar ketiga, yaitu sebesar 14% atau sekitar 84.000 ton per 
tahun namun hanya mengalami peningkatan produksi susu per tahun sebesar 2.800 ton per tahun (atau 
sebesar 3,3%). Peningkatan per tahun ini dapat dikatakan mengalami tahap stagnasi dan masalah lain 
yang dihadapi oleh Jawa Tengah adalah keracunan akibat mengkonsumsi susu yang disebabkan karena 
angka kuman yang melampaui ambang batas standar susu sehat (yaitu 106 CFU/ml). Penelitian ini 
bertujuan untuk mengaplikasikan pengawet susu alami dari Laktoperoksidase atau lactoperoxidase 
(LPO) guna menekan kandungan total bakteri pada susu sehingga dapat disimpan lebih lama pada suhu 
kamar. Penelitian ini didahului dengan melakukan purifikasi LPO dari susu sapi dengan cara mengambil 
LPO dari whey susu sapi yang kemudian dipisahkan melalui proses separasi membran resin Sepharose. 
Enzim yang didapat kemudian diolah untuk menghasilkan hyphothiocyanite dengan cara melakukan 
imobilisasi enzim dengan menggunakan resin dan menempatkannya didalam filter/membran. Filter ini  
digunakan untuk menyaring susu segar. Berbagai macam perlakuan penyimpanan membran juga telah 
dilakukan dalam penelitian ini. Hasil penelitian menunjukkan fenomena bahwa perendaman membran 
dalam phosphate buffer atau whey, dapat lebih menekan nilai penurunan aktivitas enzim dibandingkan 
dengan perendaman dalam aquades. Membran sepharose terbukti dapat menekan pertumbuhan bakteri 
yang pada susu segar yang diinkubasi pada jam keenam.
Kata Kunci: Lactoperoxidase, total bakteri, susu segar, imobilisasi, resin
I. PENDAHULUAN
Produksi susu nasional dari peternakan sapi perah
rakyat tahun 2010 tercatat sebesar 584.000 ton per
tahun. Peternak di Jawa Barat tercatat sebagai penyum-
bang produksi susu yang terbesar, yaitu sebanyak 40%
dari produksi susu nasional dan diikuti dengan Jawa
Timur yang menyumbang produksi susu sebesar 35%.
Produksi susu di Jawa Tengah tercatat terbesar ketiga,
yaitu sebesar 14% atau sekitar 84.000 ton per tahun
(Dirjen-Peternakan, 2011). Jawa Tengah hanya meng-
alami peningkatan produksi susu sebesar 14.000 ton
dalam kurun waktu lima tahun terakhir. Artinya, per
tahunnya hanya ada peningkatan sebesar 2.800 ton per
tahun (atau sebesar 3,3%). Peningkatan per tahun ini
dapat dikatakan mengalami tahap stagnasi dan masih
sangat jauh jika dibandingkan dengan peningkatan pro-
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duksi susu pertahun di Jawa Timur (6,3%) dan Jawa 
Barat (6%).
Masalah lain yang dihadapi oleh Jawa Tengah adalah 
keracunan akibat mengkonsumsi susu. Setiap tahun 
peristiwa ini terjadi dan tercatat berlangsung sejak 
lama. Dalam skala nasional, kasus keracunan susu 
di Jawa Tengah tercatat paling banyak terjadi (Suara-
Merdeka, 2009; Tempo, 2010). Keracunan susu beru-
lang kali terjadi setiap tahun. Kejadian keracunan ini 
terakhir tercatat pada tahun 2010 (Tempo, 2010). Ke-
jadian keracunan ini selalu terjadi setiap tahun dalam 
kurun waktu lima tahun terakhir (Pikiran-Rakyat, 2006, 
Okezone, 2007, Suara-Merdeka, 2009, Suara-Merdeka, 
2008). Jika dilakukan penelusuran, maka penyebab 
utama keracunan ini adalah satu: angka kuman yang 
melampaui ambang batas standar susu sehat (yaitu 106 
CFU/ml) (Legowo, 2003, Legowo et al., 2009).
Laktoperoksidase atau lactoperoxidase (LPO) adalah 
enzim alami yang tersedia dalam jumlah banyak di 
dalam susu (kandungannya sekitar 30 mg/l susu)
(Kussendrager and Hooijdonk, 2000). Cara kerja enzim 
ini adalah unik, tidak sebagaimana enzim lainnya di 
dalam susu. LPO mengkatalisa reaksi antara hydrogen 
peroxide (H2O2) dan thiocyanate (SCN ) yang secara 
natural terdapat dalam susu menjadi senyawa yang di-
namakan hiphothiocyanite (OSCN  ) (Barrett et al., 
1999, Kussendrager and Hooijdonk, 2000, Seifu et al., 
2007). Proses katalisis yang dilakukan oleh LPO 
dalam rangka memproduksi OSCN  dinamakan 
lactoperoksidase system (LPOS). Senyawa OSCN- ini 
adalah senyawa yang bertanggung jawab untuk mem-
bunuh bakteri, fungi, dan virus dengan merusak gugus 
sulfhidril (gugus S-H) dari membran sel, yang menga-
kibatkan pada kerusakan vital membran sel yang pada 
akhirnya akan membawa pada kematian sel (Al-Baarri 
et al., 2011b, Borch et al., 1989).
LPOS dapat menekan kandungan total bakteri pada 
susu yang disimpan pada suhu kamar selama 6 jam 
(hingga menjadi 103 CFU/ml). Total bakteri akan men-
capai 106 CFU/ml pada 12 jam penyimpanan pada 
suhu kamar (Asaah, 2007, Seifu et al., 2004). Oleh 
karena itu, FAO menyarankan penggunaan LPOS un-
tuk menambah daya tahan susu segar di negara-negara 
yang mengalami kesulitan dalam hal pengangkutan 
dalam kontainer dingin. LPOS tergolong metode 
pengawetan yang aman sehingga organisasi pangan 
lainnya seperti FSANZ, juga mendeklarasikan bahwa 
LPOS adalah metode preservasi yang aman (FAO, 2005, 
FSANZ, 2002).
Dalam rangka menurunkan angka kuman, maka 
perlu dilakukan aplikasi teknologi LPOS untuk mem-
perpanjang masa simpan susu segar. Penelitian ini 
akan mengaktifkan LPOS dalam susu melalui tekno-
logi penyaringan susu segar melalui membran yang 
terbuat dari sepharose. Tujuan penelitian ini adalah
untuk mengetahui aplikasi teknologi lactoperoxidase-
sepharose-membrane terhadap masa simpan susu
segar. Manfaat dari penelitian ini adalah dapat diham-
batnya perkembangan total kuman/bakteri pada susu
segar.
II. METODOLOGI
A. Materi
Materi yang digunakan adalah Spectrophotometer
(Schimadzu UV mini 1240, Japan), Sepharose c⇥ FF Col-
umn (GE, Japan), kolom gelas 50 3 cm, pompa vakum,
susu sapi segar dari peternakan milik Fakultas Peter-
nakan dan Pertanian Undip, kain nylon (sebagai ba-
han pembuat membran), waterbath, hidrogen peroxida,
2,2⇤-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
(Sigma Aldrich, Singapore), ferric nitrate (Applychem,
Jakarta).
B. Metode
Metode penelitian yang akan dilakukan adalah
metode penelitian laboratorium dan dapat dijelaskan
secara rinci sebagai berikut:
Pengambilan susu sapi segar
Susu segar di dikumpulkan setiap kali akan melak-
sanakan penelitian. Oleh karena penelitian dilak-
sanakan pada pagi hari, maka susu segar akan didapat
dari pemerahan pagi hari. Uji kualitas susu meliputi pH
dan keasaman dilakukan dengan menggunakan alat
pH meter dan titrasi, uji denaturasi dilakukan dengan
alkohol, uji protein dan kadar lemak dilakukan masing
masing dengan metode lowry dan metode gerber. Se-
lain itu, dilakukan juga uji organoleptik berdasarkan
panelist test.
Determinasi endogenous LPOS di dalam susu
Komponen yang akan dideteksi adalah aktivitas
LPO, konsentrasi H2O2, OSCN  dan OSCN . Ak-
tivitas LPO akan di uji dengan menggunakan metode
spektrofotomeri, yang menggunakan ABTS sebagai
substrat (Pruitt et al., 1990). Metode ini dinilai sa-
ngat cermat dalam mendeteksi aktivitas LPO di dalam
susu. Susu setelah di sentrifugasi 10.000 g, selanjut-
nya segera dipisahkan komponen krim untuk diam-
bil skim nya. Skim inilah yang nantinya akan digu-
nakan untuk melihat aktivitas LPO. Aktivitas LPO yang
ada di dalam susu, akan dihitung berdasarkan standar
kurva yang diperoleh dari perhitungan LPO komersial.
Konsentrasi H2O2 akan dianalisa dengan memodifikasi
metode analisa LPO dengan menggunakan horseradish
pero idase sebagai katalisator (Touch et al., 2004). Kon-
sentrasi SCN  akan dikalkulasikan dengan menggu-
nakan ferric sulphate. Konsentrasi SCN  adalah se-
iring dengan terbentuknya warna kuning kecoklatan
pada sampel setelah sampel berreaksi dengan ferric sul-
phate dan nitric acid (Al-Baarri et al., 2011a). Konsen-
trasi OSCN  diukur dengan memperhitungkan oxida-
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tion rate Nbs menjadi Nbs2.
Pembuatan whey
Susu segar disentrifugasi 8000g selama 30 menit un-
tuk mengurangi kadar lemak. Kemudian dengan pe-
nambahan rennet dan asam laktat, susu didiamkan be-
berapa saat (kira kira 1 jam) pada incubator dengan
suhu 30 ⇥C. Setelah itu, akan terbentuk curd dan whey
dipisahkan dari curd dengan kain saring.
Immobilisasi LPO ke dalam Sepharose
Sepharose beads sebanyak 100 g ditempatkan ke
dalam kolom dengan diameter 3 cm dan panjang 50
cm. Sebelumnya, beads di cuci dengan pure water ter-
lebih dahulu untuk menghilangkan sisa ethanol akibat
penyimpanan. Beads secara berurutan dialiri pure wa-
ter dan whey (sebanyak 2 liter). Kegiatan ini dilakukan
pada suhu 4 ⇥Cuntuk menghindari kerusakan terhadap
enzim LPO. Whey setelah melewati kolom yang berisi
beads, ditampung dengan menggunakan beaker glass.
Metode seperti ini akan mengikat LPO ke dalam beads
dan adanya LPO dapat terlihat dari perubahan warna
menjadi agak hitam pada beads bagian atas. Kemudian
ke dalam kolom dialiri larutan 0.001 mM NaCl untuk
melarutkan komponen bukan enzim.
Determinasi aktivitas LPO di dalam beads
Sebanyak 1 g beads yang mengandung LPO diambil
dari kolom gelas untuk diukur aktivitas LPOnya dan
dimasukkan ke dalam kolom mini berdiameter 0,5 cm
dan panjang 5 cm. Setelah itu, secara berturut-turut
ke dalam kolom mini tersebut, dimasukkan 0,5 mM
ABTS dan 0,5 mM H2O2. Setelah reaksi dibiarkan se-
lama 1 menit, maka campuran kedua senyawa terse-
but disedot keluar dengan bantuan pompa vakum. Ke-
giatan penyedotan ini dilakukan secara cepat dengan
menyetel aliran pompa vakum secara maksimal. Sete-
lah itu, larutan hasil sedotan ini akan berwarna ke-
hijauan dan dianalisis dengan dengan menggunakan
spectrophotometer pada panjang gelombang 412 nm.
LPO didalam beads inilah yang nantinya digunakan se-
bagai bahan pembuatan membrane. Pembuatan mem-
brane akan dimulai dilakukan pada tahap kedua peneli-
tian tahun pertama ini.
Imobilisasi Whey
Imobilisasi laktoperoksidase (LPO) dilakukan de-
ngan menggunakan ion exchange chromatography.
Whey dialirkan pada kolom yang berisi Sepharose
FF. Sepharose FF kemudian dialirkan dengan 0,4 M
NaCl dalam 0,1 M phospat buffer sebanyak 500 ml
untuk mendapatkan LPO. Sepharose FF kemudian di-
alirkan kembali dengan 0,1 M NaCl untuk member-
sihkan sepharose. Sepharose FF kemudian direndam
dalam larutan aquadest dengan 20% alkohol untuk pe-
nyimpanan.
GAMBAR 1: Total mikroba susu yang disimpan selama 6 jam sete-
lah pemerahan
Pembuatan Membran
Ke dalam membran yang terbuat dari kain nylon
berbentuk bundar dengan diameter 8,5 cm, diletakkan 1
g Sepharose. Untuk menghindari hilangnya Sepharose,
maka dilakukan pelapisan dengan kain nylon yang lain
sehingga terbentuk dua lapis tipis kain nylon yang di-
dalamnya terdapat Sepharose. Pada tepi Sepharose di
klem dengan poliethylene sehingga Sepharose tetap be-
rada di dalam membran. Membran yang sudah jadi ini,
kemudian digunakan untuk menyaring susu. Sebelum
digunakan untuk menyaring susu, dilakukan terlebih
dahulu pencelupan ke dalam whey yang telah dike-
tahui kadar LPO nya.
Penentuan Efisiensi Imobilisasi
Laktoperoksidase murni yang telah diketahui ak-
tivitasnya dilewatkan pada kolom yang berisi SP-
Sepharose sebanyak 1 gram. Laktoperoksidase se-
banyak 10, 100, 200 dan 300 ml disirkulasikan melalui
kolom pada laju aliran 1,0 ml/menit menggunakan
sebuah pompa peristaltik. Cairan buangan yang
telah melewati kolom kemudian ditentukan aktivitas
LPOnya.
Penentuan aktivitas LPO dilakukan dengan meng-
gunakan ABTS sebagai substrat. 450 l 1,0 mM ABTS
dalam 10 mM asetat buffer (pH 4,4) dan 450µl dari 0,55
mM H2O2 dalam air murni yang dimasukkan ke dalam
cuvet, kemudian output kolom dituangkan sebanyak 50
µl ke dalam cuvet, dikocok perlahan dengan menggu-
nakan pipet agar homogen dan dibaca pada absorban
412 nm, satu unit aktivitas enzimatis LPO dinyatakan
oleh jumlah enzim yang diperlukan untuk mengoksi-
dasi 1 mol ABTS/ min. koefisien molat penghilangan
ABTS pada 412 nm sebesar 32.400 m 1 cm  1.
III. HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Perkembangan bakteri di dalam susu segar
Susu merupakan pangan yang mudah terkontami-
nasi dengan mikroba. Apalagi di dalam suhu ruang.
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa 4 jam penyim-
panan total mikroba sebanyak 4,389 log CFU/ml dan
selama 6 jam penyimpanan total mikroba di dalam
susu sebanyak 6,15 log CFU/ml. Hal ini dapat diar-
tikan bahwa semakin lama penyimpanan maka sema-
kin banyak total mikroba yang terdapat di dalam susu.
Adanya mikroba yang semakin banyak ini disebabkan
semakin rendahnya sistem pertahanan OSCN di dalam
susu. Rendahnya OSCN yang terbentuk karena enzim
LPO sebagai katalisator hilang ketika pada jam ke 3 se-
hingga pada jam ke 4 sampai jam ke 6 total mikroba di
dalam susu meningkat.
B. Pembuatan membran LPO
Membran LPO akan dibuat dengan menempatkan
Sepharose Fast Flow di dalam berbagai macam jenis
kain penyaring yang terbuat dari nylon dan polyester.
Proses pembuatannya adalah dengan menggunting 2
helai kain tersebut menjadi berbentuk lingkaran de-
ngan diameter 9 cm. Lingkaran dengan diameter sebe-
sar 9 cm ini ditujukan untuk memberikan ukuran yang
sesuai dengan mesin press yang lazim dijumpai di
pasaran. Kemudian diantara 2 lembar kain tersebut,
diletakkan sebanyak 1 g SP-FF berat basah yang ke-
mudian diratakan hingga ke seluruh permukaan kain.
Setelah itu, kedua helai kain tersebut ditempatkan
kedalam mesin press hingga tepi kedua helai kain terse-
but akhirnya menyatu dan membentuk suatu bentuk
yang kaku dan siap digunakan untuk menyaring susu
segar.
Dalam percobaan tingkat laboratorium ini,
berdasarkan data yang didapat dari penelitian se-
belumnya maka digunakan LPO sebesar 540 U/ml.
Cara imobilisasi yang dilakukan adalah dengan men-
empatkan membran yang sudah terisi dengan SP-FF
ke dalam larutan LPO sebanyak 100 ml. Karena setiap
mililiter larutan LPO mengandung 54 U, maka sejum-
lah 100 ml dapat diartikan mempunyai kandungan
LPO sebesar 540 U. Pencelupan ke dalam larutan LPO
ini dilakukan selama 30 menit di dalam suhu 4 ⇥Cuntuk
menghindari penurunan aktivitas enzim.
Setelah dilakukan proses pencelupan, maka LPO-
Sepharose Membrane siap digunakan untuk menyaring
susu segar. Tahap penelitian laboratorium digunakan
susu segar dengan kapasitas 100 - 1000 mL. Hasil yang
diperoleh dapat dilihat pada GAMBAR 1 berikut ini.
Berdasarkan GAMBAR 3 maka dapat disimpulkan
bahwa lactoperoxidase-sepharose-membrane telah ter-
bukti berhasil menekan perkembangan total bakteri
pada susu segar disimpan pada suhu kamar selama 6
jam penyimpanan. Sebagaimana terlihat pada GAM-
BAR 3, penggunaan membran untuk menyaring susu
pada jam ke tiga masa penyimpanan, dapat menu-
runkan total bakteri pada jam keenam penyimpanan se-
banyak sekitar 1 log unit. Angka penurunan ini sangat
TABEL 1: Daya tahan dan laju alir dua jenis kain: kain nylon dan
polyester, yang digunakan untuk bahan membuat membran
Jenis Kain
Nylon Polyester
Daya tahan 93% 75%
Laju alir per menit 5 L 4 L
Ket.: Daya tahan adalah daya untuk menahan
sepharose agar tidak lolos melewati kain yang dihitung
dalam persentase (persentase berat sepharose yang ter-
tahan di kain dibagi dengan berat sepharose mula-
mula)
GAMBAR 2: Perkembangan total bakteri di dalam susu segar de-
ngan penambahan LPO yang terimobilisasi didalam resin.
GAMBAR 3: Perbedaan total bakteri tiap jam di dalam susu segar
yang disaring melewati lactopero idase-sepharose-membrane pada
jam ketiga
berarti bagi peternak yang menyetor susu ke industri
pengolahan susu yang mempunyai persyaratan angka
kuman atau total bakteri sebesar 6 log unit.
Penelitian dengan melakukan penyaringan susu
segar pada jam pertama (GAMBAR 4), tidak didapat hasil
yang memuaskan. Sebagaimana terlihat pada GAM-
BAR 4, tidak ada perbedaan total bakteri antara susu
yang disaring dengan susu yang tidak disaring. Oleh
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GAMBAR 4: Perbedaan total bakteri tiap jam di dalam susu segar
yang disaring melewati lactopero idase-sepharose-membrane pada
jam pertama
GAMBAR 5: Penurunan aktivitas LPO dalam membran yang di-
rendam dengan menggunakan tiga jenis larutan perendam dalam
suhu 10 ⇥C
karena itu, rekomendasi yang dapat diberikan adalah
penggunaan membran pada jam ketiga.
C. Penyimpanan membran
Sebagaimana terlihat pada GAMBAR 5 dan GAM-
BAR 6, aktivitas LPO dalam membran menurun se-
iring dengan lamanya penyimpanan. Pada GAM-
BAR 5, didapat kesimpulan bahwa perendaman pada
suhu 10 ⇥Cdengan menggunakan phosphate buffer atau
whey, dapat menekan nilai penurunan aktivitas LPO.
Penurunan yang cukup tajam terjadi pada membran
yang direndam dalam aquades.
Penurunan yang tajam terjadi pada membran yang
direndam dengan menggunakan ketiga jenis bahan
perendam pada suhu penyimpanan 25 ⇥C. Walaupun
terjadi penurunan hingga 50% aktivitasnya, peren-
daman dalam phosphate buffer atau whey, dapat lebih
menekan nilai penurunan dibandingkan dengan peren-
daman dalam aquades.
Berdasarkan tahap penelitian ini, dengan memper-
hatikan faktor ketersediaan bahan dan kemudahan ba-
GAMBAR 6: Penurunan aktivitas LPO dalam membran yang di-
rendam dengan menggunakan tiga jenis larutan perendam dalam
suhu 25 ⇥C
han untuk didapat, maka perendaman dengan meng-
gunakan whey merupakan perendaman yang terbaik
dibandingkan dengan phosphate buffer. Perendaman
di dalam aquades tidak disarankan karena akan menu-
runkan aktivitas LPO secara drastis walaupun disim-
pan dalam suhu dingin (10 ⇥C).
D. Perbesaran volume susu segar yang disaring
Susu segar yang digunakan dalam penelitian ter-
dahulu adalah susu segar dengan kapasitas 100 mL dan
menunjukkan penurunan total bakteri sebanyak 1 log
CFU/mL. Upaya ini perlu dikembangkan untuk dapat
diaplikasikan pada susu dengan volume yang lebih be-
sar sehingga dapat digunakan di masyarakat. Untuk
itulah, penelitian tahap berikutnya adalah mengguna-
kan susu dengan kapasitas lebih besar dan dengan kap-
asitas Sepharose yang lebih besar lagi. Penelitian terse-
but menggunakan susu segar dengan volume 1000 mL
dan dengan Sepharose sebanyak 5g. Hasil dari peneli-
tian tahap ini dapat dilihat pada GAMBAR 7.
GAMBAR 7 didapat dari perhitungan total bakteri
pada susu segar setelah melewati Lactoperoxidase-
sepharose-membran. Secara teknis, susu segar yang
didapat dari pemerahan, kemudian diinkubasi pada
suhu kamar didalam tempat yang steril kamudian pada
jam ketiga dilewatkan melalui membran. Sepharose
yang digunakan untuk pembuatan Lactoperoxidase-
membran adalah berkisar dari 1⇤5g dan susu segar
yang dilewatkan melalui membran tersebut adalah ber-
kisar dari 200 hingga 1000 mL. Setelah melewati mem-
bran, susu segar diteruskan proses inkubasinya hingga
jam keenam dan kemudian dihitung total bakterinya.
Sebagaimana tampak pada GAMBAR 7 bahwa sema-
kin banyak volume sepharose yang digunakan di dalam
membran, maka akan semakin menekan total bakteri
pada susu segar yang diinkubasi pada jam keenam.
Hal ini terlihat dari penggunaan 5g sepharose terny-
ata dapat menekan populasi bakteri pada susu segar se-
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GAMBAR 7: Total bakteri (dalam CFU/mL) pada berbagai macam
volume susu segar yang dibiarkan selama 6 jam pada suhu ka-
mar setelah mendapat perlakuan penyaringan dengan mengguna-
kan Lactopero idase-sepharose-membrane pada jam ketiga penyim-
panan
banyak 1000 mL pada jam keenam inkubasi.
IV. KESIMPULAN
Komponen indigenous LPOS yaitu SCN , H2O2,
dan OSCN  telah berhasil dideteksi dengan baik de-
ngan menggunakan metode yang digunakan. Metode
ini akan dipakai seterusnya hingga kegiatan penelitian
selesai. Komponen LPOS menurun sesuai dengan yang
diperkirakan sebelumnya namun penuruhan ini dapat
dihambat ketika susu berada dalam kondisi dingin.
Oleh karena itu, purifikasi yang telah dilakukan, harus
berasal dari susu segar yang baru saja diperah. Sete-
lah tahap purifikasi yang telah dilakukan, maka disim-
pulkan bahwa fraksi nomor 51-70 adalah fraksi yang
akan digunakan untuk mendapatkan LPO murni yang
nantinya akan dipakai untuk immobilisasi ke dalam
Sepharose. Pada tahap ini berhasil diperoleh data me-
ngenai bahan pembuat membran, yaitu LPO beads
yang selanjutnya akan diaplikasikan untuk membuat
membran. LPO beads yang disimpan dengan menggu-
nakan whey dapat dipertahankan kualitasnya dengan
baik. Membran nantinya akan dibuat sedemikian se-
hingga mudah penanganannya dan praktis serta akan
disimpan dengan menggunakan whey. Penelitian susu
segar dengan penambahan LPO terbukti menekan total
bakteri dengan baik.
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